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Resumo
O objetivo do presente estudo foi purificar o hCG contido em uma
preparação comercial (Pregnyl® Organon) por cromatografia de
afinidade e avaliar a taxa de ovulação de vacas injetadas com o
hormônio purificado. Uma coluna de cromatografia contendo matriz
de Concanavalina-A Sepharose (Con-A) foi equilibrada e cem mil
unidades internacionais (UI) de Pregnyl® foram aplicadas na coluna.
Frações de 3,8mL foram colhidas (4oC) a cada 5 minutos durante 12,5
horas, resultando em um total de 150 frações.  Após a fração 76
adicionou-se à coluna solução tampão contendo 0,3M de α−
metilglicosidase. A concentração protéica das frações foi estimada por
espectrofotometria (280nm). Foram observados dois picos de
absorbância,  um entre as frações 14 e 19 e outro entre as frações 90 e
100. As frações 14 a 19 e 90 a 150 foram reunidas seqüencialmente aos
pares, concentradas por ultrafiltração e analisadas por SDS-PAGE. O
primeiro pico resultou da eluição das proteínas não adsorvidas pela
matriz de Con-A, enquanto o segundo representou as proteínas
adsorvidas pela coluna, especialmente o hCG. As frações contendo
hCG foram reunidas em uma única amostra cuja  concentração protéica
foi quantificada pelo método de Lowry. Vacas no 5o dia de um ciclo
estral sincronizado, apresentando  um folículo dominante maior que
8mm de diâmetro, foram injetadas com 0,1, 0,2 ou 0,3mg de proteína
contida na amostra purificada. Após 48 horas, a taxa de ovulação
observada foi de 0%, 50% e 75%, respectivamente. Foi demonstrado
no presente estudo que a técnica de cromatografia por afinidade foi
eficiente para aumentar a concentração relativa do hCG preservando
sua atividade biológica.
Introdução
Vários estudos foram conduzidos em
fêmeas bovinas com a administração do
hCG em diferentes momentos do ciclo
estra1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14. Nestes estudos,
verificou-se que o hCG desempenha uma
atividade semelhante à do LH, promovendo
à ovulação do folículo dominante, a
formação de um corpo lúteo acessório e o
aumento das concentrações plasmáticas de
progesterona. Thatcher et al.15  observaram
que a ovulação do folículo dominante pelo
hCG foi obtida com êxito entre o 4o  e 7o e
o 14o e 16o dias do ciclo estral.
O hCG é um hormônio glicoprote-
íco heterodimérico, formado pela associação
não covalente da subunidade â (23kDa) com
a subunidade  á  (35kDa), segundo Pierce e
Parsons16. O hCG é secretado pelas células
trofoblásticas em mulheres gestantes e tem
uma ação agonista aos receptores de LH,
sendo responsável pela manutenção do
corpo lúteo e pela síntese de progesterona
necessária para manter a gestação17.
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hCG utilizando cromatografia por afinidade em
Concanavalina-A Sepharose (Con-A) foi descrita
por Manjunath e Sairam18. Aproveitando-se da
afinidade de ligação do hCG à Con-A torna-se
possível aumentar a concentração relativa de
hCG a partir de uma amostra complexa. Nessa
técnica, a Con-A atua como o “ligante” da matriz,
por apresentar uma alta especificidade de ligação
ao hCG. Quando uma amostra contendo
diferentes proteínas é aplicada na coluna e passa
através da matriz, o hCG é imediatamente ligado
à Con-A, enquanto as demais proteínas passam
livremente pela coluna, sendo eluídas juntamente
com a solução tampão, ocasião em que se
estabelece a separação do hCG das demais
proteínas contidas na amostra inicial.
Posteriormente, a aplicação de uma solução
contendo α-metilglicosidase possibilita o
desligamento do hCG da matriz de Con-A,
promovendo a eluição e a recuperação do hCG
nas frações subseqüentes.
A utilização de técnicas de cromatografia
pode causar uma redução na atividade biológica
da proteína isolada.  A atividade biológica de
um determinado hormônio é mensurada pela
capacidade do mesmo em exercer um
determinado efeito biológico que possa ser
quantificado. Vários ensaios biológicos foram
descritos para quantificar a atividade biológica
do hCG em ratas(os) e camundongas (os)
impúberes 19,20,21,22,23,24,25,26. Bertan, Cunha e
Binelli27 demonstraram que tais ensaios foram
ineficientes e pouco sensíveis.
Considerando-se a capacidade do hCG
em promover a ovulação de folículos ≥ 8mm
em vacas no 5o dia do ciclo estral 3,4,7,11,12,28 esse
estudo objetivou: (1) aumentar a concentração
relativa do hCG a partir de uma preparação
comercial (Pregnyl® - Organon) utilizando a
técnica de cromatografia de afinidade em Con-
A Sepharose e (2) avaliar a capacidade ovulatória
da amostra purificada.
Materiais e Métodos
PURIFICAÇÃO DO hCG POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE UTILIZANDO
CON-A SEPHAROSE
A técnica de cromatografia de afinidade,
utilizando a matriz de Con-A Sepharose, foi
realizada na Universidade de São Paulo, na
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, no Departamento de Ciências Básicas,
no Laboratório de Bioquímica, no campus de
Pirassununga - SP. A técnica utilizada foi a descrita
por  Manjunath e Sairam18 com algumas
modificações.
Cromatografia
Uma coluna de vidro 1,6 x 28cm
(Amersham Biosciences) foi preenchida com
uma matriz de Con-A Sepharose (Amersham
Biosciences). A coluna foi equilibrada com
500mL de solução tampão 1 (Tris-HCl 20mM
pH 7,4;  NaCl 0,5M e NaN3 0,02%). Cem mil
unidades internacionais (UI) de hCG (Pregnyl®
-Organon) foram diluídas em 1300µL  da
solução tampão 1 e aplicadas na coluna.  Foram
coletadas frações de 3,8mL a cada 5 minutos,
durante 12,5 horas, resultando em um total de
150 frações. A solução tampão inicial foi eluída
até a fração 76 sendo então substituída por uma
solução tampão 2, constituída pela  solução
tampão 1 acrescida de 0,3M de α-metilglicosidase.
Todo o procedimento de cromatografia foi
realizado a 4°C.
Espectrofotometria e concentração das amostras
A concentração protéica das frações
foi estimada por espectrofotometria
(280nm). As frações contendo proteínas
foram seqüencialmente reunidas aos pares e
concentradas por ultrafiltração (Millipore
Filtro Centricon - massa molecular de
exclusão 10kDa), a 4.000 x g, durante 30
minutos, a 4°C. O volume referente a duas
frações (7,6mL) após ultrafiltração foi
reduzido para aproximadamente 220µL.
Eletroforese e coloração com nitrato de prata
As frações concentradas foram
analisadas  por eletroforese em gel redutor
de poliacrilamida (12%). As amostras
aplicadas em cada poço continham 1,25µL
da amostra concentrada, 8,75µL de água
destilada e desionizada e 10µL do corante
da amostra (6,25mM Tris-HCl pH 6.8; SDS
4%; glicerol 20%;  Bromofenol Blue 0,05%
eβ-mercaptoetanol 10%). A eletroforese foi
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realizada a  200V, 100mA, durante 55
minutos. Os géis foram corados com nitrato
de prata (RSK1 Sigma - Rapid Silver Staining
Kit) e as frações contendo hCG foram
identificadas. Estas foram reunidas em uma
única amostra e a quantidade de proteínas
foi determinada pelo método de Lowry. A
amostra foi liofilizada e armazenada a 4°C
em dessecador até a realização do ensaio
biológico.
verificação da atividade  biológica do hCG
purificado em fêmeas bovinas multíparas
Local do Experimento e Animais
Esse teste foi realizado na
Universidade de São Paulo, na Faculdade de
Medicina Veterinária e Zootecnia, no Centro
de  Biotecnologia em Reprodução Animal,
no Laboratório de Fisiologia e
Endocrinologia Molecular, no campus de
Pirassununga - SP. Foram utilizadas onze
vacas holandesas, não lactantes, com
condição corporal 3,5 a 4,5 (escala de 1 a 5,
segundo Richards, Spitzer e Warner21), no 5°
dia do ciclo estral (considerando o estro
como dia zero do ciclo).
Delineamento Experimental
Os estros foram sincronizados com
a inserção e manutenção de um dispositivo
intravaginal contendo progesterona
(CIDR®- PFIZER) durante 7 dias
juntamente com uma injeção de um análogo
sintético do GnRH (Lecirrelina - N.C.
Gestran® - Syntex). Na retirada do CIDR
foram aplicadas 150µg de D- cloprostenol
(N.C. Preloban®- Intervet). Os estros foram
observados duas vezes ao dia e as vacas
foram divididas de acordo com o escore
corporal em três grupos. No 5° dia do ciclo
estral, as vacas foram examinadas por ultra-
sonografia e as que apresentaram um
folículo ≥ 8mm receberam 0,1mg (n=3),
0,2mg (n=4) ou 0,3mg (n=4) de proteína
total contida na amostra purificada de hCG,
via intramuscular. Considerou-se como
ovulação o desaparecimento do folículo
dominante > 8mm presente no ovário no
5° dia do ciclo estral em exame ultra-
sonográfico realizado 48 horas após a injeção
da amostra purificada contendo hCG.
Resultados e Discussão
As absorbâncias das frações coletadas
durante a técnica de cromatografia de
afinidade estão representadas na Figura 1. A
presença do hCG nas frações avaliadas foi
determinada pela presença de bandas de peso
molecular semelhantes às apresentadas por
uma amostra de hCG padrão (Sigma) na
Fig. 2, Linha 2, correspondentes às
subunidades α e β. O hCG é uma
glicoproteina heterodimérica, constituída por
subunidades α e β, com pesos moleculares
de aproximadamente 23kDa e 35kDa,
respectivamente. O uso de um gel
desnaturante causou  a separação das
subunidades α e β do hCG, representadas
no gel por duas bandas.
O primeiro pico de absorbância
registrado entre as frações 14 e 19, foi
representado na Figura 2 pelas linhas 3, 4 e
5.  Foram observadas bandas de vários
pesos moleculares, entretanto, não foram
observadas bandas com pesos moleculares
correspondentes às subunidades que
constituem o hCG (23kDa e 35kDa). Sugere-
se a partir desses resultados que o aumento
de absorbância nessas frações resultou da
eluição de proteínas contidas na amostra
inicial não adsorvidas pela matriz de Con-
A, e que houve uma eficiente ligação e
retenção do hCG à matriz de Con-A, uma
vez que o hCG não estava presente nessas
frações.
As frações correspondentes ao
segundo pico de absorbância observadas
entre as frações 89 e 100, estão representadas
na Figura 2 pelas linhas  6, 7, 8, 9, 10, 11 e
12. O segundo pico de absorbância foi
representado por  proteínas eluídas da
matriz, após a adição de α-metilglicosidade,
especialmente o hCG. O intervalo entre a
adição da α-metilglicosidase e a eluição do
hCG ocorreu após a passagem do tampão
em quantidade correspondente ao volume
085_04.pmd 9/10/2006, 14:23381
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Figura 1 - Absorbância das frações coletadas durante cromatografia por afinidade do produto comercial Pregnyl?
                                             Padrão    hCG         Frações
                                              PM        padrão       14-15          16-17          18-19        89-90         91-92          93-94        95-96       97-99
   97-98         99-100        101-102       103-104      105-106     107-108      109-110     111-112     113-114
11                          12                      13                      14                 15                     16                     17                  18                   19
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   113-114       115-116         117-118              119-120            121-122         123-124           125-126          127-128          129-130           131-132
  20                      21                        22                       23                         24                     25                     26                       27                    28                      29
131-132       133-134           135-136            137-138           139-140              141-142           143-144            145-146            147-148     149-150
    30                   31                         32                      33                         34                      35                      36                      37                       38                     39
Figura 2 - Caracterização das proteínas contidas nas frações obtidas por cromatografia de afinidade. Frações foram concentradas e analisadas por
                      SDS-PAGE (12%) e coloração por nitrato de prata. Linhas (1) Padrão de peso molecular (2) hCG puro Sigma (3) Frações (F): 14-15 (4)
                       F 16-17 (5) F 18-19 (6) F 89-90 (7) F 91-92 (8) F 93-94 (9) F 95-96 (10) F 97-98 (11) F 97-98 (12) F 99-100 (13) F 101-102 (14) F 103-
                      104 (15) F 105-106 (16) F 107-108 (17) F 109-110 (18) F 111-112 (19) F 113-114 (20)  F 113-114 (21) F 115-116 (22) F 117-118 (23)
                      F 119-120 (24) F 121-122 (25) F 123-124 (26) F 125-126 (27) F 127-128 (28) F 129-130 (29) F 131-132 (30) F 131-132 (31) F133-
134 (32) F 135-136 (33) F 137-138 (34) F 139-140 (35) F 141-142 (36) F 143-144 (37) F 145-146 (38) F 147-148 (39) F 149-150
total da coluna.
A eluição do hCG ligado à Con-A
pela α-metilglicosidade ocorreu de maneira
lenta e contínua, uma vez que o mesmo
encontrou-se presente nas frações 91 a 150
(Figura 2, linhas 7 a 39) . O perfil de liberação
foi idêntico ao descrito por Manjunath e
Sairam18, onde após a adição da α-
metilglicosidase a eluição do hCG ocorreu
nas 60 frações subseqüentes. Aqueles autores
utilizaram  o mesmo volume (3,8mL) e fluxo
utilizado no presente estudo.
Embora nas primeiras frações eluídas
houvesse grande quantidade de hCG
também houve a presença de contaminantes
(frações 91 a 98). Nas frações subseqüentes
houve a eluição do hCG praticamente isento
de contaminantes (frações 99 a 150). Diante
desses resultados reuniram-se as frações 99
a 150, que foram administradas nas vacas
em três diferentes quantidades.
Usualmente, para a purificação do
085_04.pmd 9/10/2006, 14:23383
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hCG, a partir de amostras comerciais,
preconiza-se a utilização da técnica de
cromatografia por afinidade utilizando a
Con-A, sendo a amostra purificada
submetida a uma segunda técnica de
cromatografia, a filtração em gel, para a
separação de proteínas por  peso molecular.
No presente estudo, a utilização de uma
única técnica de cromatografia, com algumas
modificações em relação à técnica de
Manjunath e Sairam18, foi suficiente para a
obtenção de uma amostra purificada.
A taxa de ovulação nos animais
tratados, 48 horas após a administração da
amostra purificada, foi de 0%, 50% e 75%
para as vacas tratadas respectivamente com
0,1mg, 0,2mg e 0,3mg de proteína contida
na amostra purificada contendo hCG.
Marques et al.19 verificaram que a ovulação
em vacas tratadas com hCG ocorreu até 36
horas. Assim, a constatação da ovulação
verificada 48 horas após a administração do
hCG foi adequada para avaliar a ovulação
ou não do folículo dominante.
Demonstrou-se que o hCG
desempenha uma atividade semelhante à do
LH, promovendo à ovulação do folículo
dominante, a formação de um corpo lúteo
acessório e o aumento das concentrações
plasmáticas de progesterona em vários
momentos do ciclo estral. O hCG
promoveu a ovulação do folículo dominante
da primeira onda nos dias 4 1,2, 5 3,4,7,11,12, 66,
7 2,5, 8 19, 10 2 e dias 14 a 161 do ciclo estral.
Verificou-se que o folículo dominante
adquire receptores para LH ou a expressão
do gene para o receptor de LH somente 2 a
4 dias depois da emergência da onda
folicular quando atinge de 8 a 10mm de
diâmetro 30,31, assim, no dia 5 do ciclo estral,
as vacas possuem um folículo dominante
(>8mm) responsivo ao LH, capaz de ovular
quando tratadas com hCG. Não existe na
literatura trabalhos que tenham verificado
sistematicamente o efeito da dose de hCG
na ovulação do folículo dominante da
primeira onda folicular. As doses utilizadas
são bastante variáveis: 1000UI5, 1500UI1,6,10,
2500UI13, 3000UI 3,4,7,12,14, 3300UI11 e
5000UI32. Os trabalhos que objetivaram a
indução da ovulação do folículo dominante
do dia 5 do ciclo estral utilizaram 3000UI
3,4,7,12 e 3300UI11. Diaz et al.7 observaram a
ovulação do folículo dominante em 100%
das novilhas, enquanto Santos et al.18
observou a ovulação do folículo dominante
e a formação de um corpo lúteo acessório
em 86,2% das vacas.
Determinou-se que em 5000UI de
Pregnyl® há 0,92mg de proteínas, ou seja,
em 0,1mg, 0,2mg e 0,3mg de Pregnyl® há
respectivamente 543,5UI, 1086UI e
1630,4UI de hCG. Baseado nos dados acima.
A partir de 0,2mg tais quantidades são
suficientes para induzir a ovulação do folículo
dominante da primeira onda no dia 5,
conforme observado no presente
experimento. Sugere-se que a atividade
biológica tenha sido mantida após os
procedimentos de purificação.
Conclusão
A técnica de cromatografia por afinidade
utilizando uma matriz de Con-A foi eficiente
para aumentar a concentração relativa do hCG
a partir do produto comercial Pregnyl® e a
amostra purificada manteve a capacidade de
induzir a ovulação do folículo dominante da
primeira  proporcionalmente a quantidade
utilizada. Assim, é possível elaborar-se um ensaio
biológico para mensurar a atividade biológica
do hCG, utilizando-se da propriedade dessa
molécula de estimular a ovulação em vacas.
Induction of ovulation in cows with affinity chromatography-purified
Human Chorionic Gonadotropin (hCG)
Abstract
Objective of the present study was to purify hCG contained in
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